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Сіопіпе! | sequence analysis апа tissue expression of chitinase gene from Ше 
midgut of Locusta migratoria тапійепѕіѕ] Meyen| | 

ZHANG Ba-Sheng[] САО Yue-Qing[] ZHANG Weil] YIN You-Pine[] WANG Zhone-Kane[] PENG Guo-Xiong[] 
XIA Yu-Xian [] Genetic Engineering Research Center] School of Bioengineering] Chongqing University 
Chongqing Engineering Research Center for Fungal Insecticides[] The Key Laboratory of Gene Function and 
Expression Regulation[] Chongqing 400044[] China] 

Abstract] The full cDNA of chitinase репе] LmChi[] from the midgut of Locusta migratoria manilensis 
П Меуеп was cloned by means of 3'-RACE апа 5'-КАСЕ. The results showed that the cDNA was 1 604 bp in 
length and contained an open reading framd] ОКЕП of 1 452 bH] GenBank accession number] EF092841 [0] 
which encoded 483 amino acids. The deduced amino acid sequence[] which was composed of a signal peptide[] 
a chitinase active site[] a C-terminal serine-rich region and a domain normal present in chitinase[] showed a 
high similarity with other insect chitinases from family 18. Semi-quantitative RT-PCR indicated that LmChi 
expressed only in the midgut[] but not in the integument[] foregut and hindgut of L. migratoria manilensis . 
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000 О chitinase0 ЕСЗ.2.1.140 00000 
ПППАШПППППППППППППИЇПЇПП 
0o000m0000000000 0 0 0 0 00 
ПППШШПШППППППШШППППЇПШПП 
000 0 000 0 0 0 0 0 ПП Kramer and 
Muthukrishnan] 199700 0000 0000000 
ППППППППППШППППППППШПШПП 
ПППППППППППШПППППППППП 
ШППППППШППППШПППППЇПЇППШПП 





0000000“ 863”0 Ш 2004AA24605000 0 0 0 0 0 Ш 03170 


П Kramer and Muthukrishnan[] 1997[] Merzendorfer and 
Zimoch[] 20030 | Genta et al .[ PO06[ O 
ООоООоОоООоОооОоОоОоооОоооро 
ПИППППППЦППИППППППППППЦПП 
ШПШШШПШППППППШШПШППППППП 
ППППШППППППППППЛП Тепа and 
ҒвтенаП 2005 0 00 000000000000 
ППППППП Oryzaephilus mercator ПППППП 
ШПШШШПШПППППШПШППППППППП 


ППППШШП ПШ 01981 00 ШОШОООООООООООО E-mail zhangbasheng311@ sohu. com 


х JU 0 0 Author for correspondence] E-mail[] yuxianxia@ саи. ейи. сп 
ПППП Received[] 2006-11-070 0 O O O Ассеріеа0 2007-03-29 


556 П ПП] 0 Acta Entomologica Sinica 50 0 





ШПШПШШППШПППШПППШПППШППППШППППППП 
ППП ШШ Ding e al.01998M0 00000000 
ОШФоОоООоОоОоОШоОоОоОоО [po04 O I I] l! 
ШПШШППППШПШППППППШПППППШПШПШШП 
ПШ ПП D DD Anopheles sambiae|] GenBank O П 
ПП ААВ87764Ш 0 Ú longipalpis 
П АА№І76 10 O0 О O O Phaedon cochleariae 
П Ү18011ШШ U 0 O D О Spodoptera frugiperda 
П AY52741400 0 П O Tenebrio тойо] AY32589500 
ПППППППППШППППИПППППШП 
ПППППППППППППППППЛПЛИ Shen 
апа Jacobs-Lorena[] 19970 Villalon et а!. 0 2003000 0 
ЕЛИИБОН МИНИ ЕИЛИИИОИСШОН HHI 
П Bolognesi et al.0 2005 M00 0ġ0 000000000 
ШПШШШППШППППШППППП ПШ Genta et 
а. 200600 
ШППШШПШШПШПШППППППППШПШППП 
ППППППШПППППППППИЦПППППШІП 
ППППППЦППППППППППЦЦППВПШП 
ППППШППППППППППИППППППШП 
ППППППППППППІШППЦПИЦППППШП 
JUD DD J] O D Locusta migratoria manilensis 
П Меуе ПППППППППППППППППШП 
ПППППППППППППЦППППППВПШП 
ПШППППППЦПППППИПИП 


Lutzomyia 


1 000060 


1.1 ПП 

ППППППППП Gillespie 00 200000 0 0 
ПППППППЗОӨПЯППП 75%Ш IU L 
01200000000 Јм109 0 0000000 
ПППППТАрМАППП 0М018-Т03'-КАСЕр 5'- 
ВАСЕПППППП TaKaRa [] ПП Taq DNA O O 
П OdNTPs O O RNAO O O O O SV Total RNA 
Isolation System 0 0 Promesa | О00 000000 
0000 
1.2 00 
1.2.1 ПО0О0000000000000600 
ПО0000 DD Blast П ПП Һр //www. ncbi. пі. 
nih. воу//ВМТҮПІПППППППИПП ПИ expressed 
sequence їае] ЕЗТПІП Kang ей а. 2004010 O O Ú 
о Ш СО84361ШППППППШППППППППП 
ОООО U ШШ 0000О0ОООоООоОорО 


0000 
01 000000100 
Table 1 Primers used іп the experiments 














ПП Primers ППППП Nucleotide sequences 
3'-RACE РІП 5'-ТССААТСАССССТСТССТАСС-3' 
РП 5'-АТСААССТСАТСАССТАССАС-3' 
5'-КАСЕ РЭ] 5'-СТССАССТАСТСТС-8 5 80000 
РАП 5'-ССААСТТСАССАССТТСТСС-3' 
РЭП 5'-САСССААСССАССАССАТС-3' 
РЄ] 5'-ССТАСССАССССТССТТСАТ-3' 
P70 5'-СССССАСАСТТССАСААСС-3' 
000 RT-PCR LmChi РЗП 5'-ATTGGAGGTTGGAATGAGGG-3' 
255 RT-PCR рор 57 АС̧САССТАСТСССАСТТСАСС-3' 


000 ВТ-РСАПП 


Control of semi-quantitative 


RT-PCR 


P100 5'-ACCAAGGCGGCGAGGAAGA-3' 


РІП 5'-TCGAAGAGGCCGACGAGGTAG-3' 


1.2.2 П RNA[] пВХАШП ПП ] «МАП 100 
ШППШПШШШШПШППППППППШПШШПП 
ПППППППППШП -700 000 RNA 
ППП SV Total RNA Isolation System ЦППППП 
О0О epNA[I 100000 З-ҺАСЕПППППП 
ППППП 

1.2.3 3'-КАСЕ О0О РООООООООО 
0000 10 РӨПППРППППППППП 
РЕППППППППППРСЕПППП 0946р 
ПП 3 min[]94*C[] 30 505891 0 10 06200 0 ПШ 
30 «(722050 s5 O 0 0 072%0 O 10 mini PCR 
ППП 1%ПППППППППП 

1.2.4 5-ҺАСЕПП 5° 000000 РЭПППП 
ППППІП рар РӘПППІП РСК PCR OLD 
UUDUD94%C[] [] 0 3 min[|94%. 1 min[ 55 1 min [ | 
72% 1 mips 0 00000 72%C[] [] 5 minl ПП 
О0000 100 ФІРПППП 20 PCR [|] 
00 UD ll 194 [] ПП 3 тіп 94%; 1 т 
60% 1 [72% 1 ма 300 00 000 72<C [| [| 
5 пш РСКООО 1%0000000000600 
ПШПППП ПШ рМО18-ТППППШППП 
ПП 

1.2.5 ППППППППППППППЯП ORF 
Finder 0 ПП ҺарП //www. ncbi. nlm. nih. gov/gorf/gorf. 
МАППППППППППІП Blast O ПП һр // 
www. ncbi. nlm. nih. gov/BLAST/[|[] ППППППШ 
lU I ШГП locustdb O O O O http[] 
//locustdb. genomics. org. en[|[] O O 0 О 0 SignalP П 
O О http//www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/[] П 
ScanProsite | ПП http//www. expasy. ch/prosite/[][] П 


6р 





ООООООоОоОоОоОоооооОооооошоооооооо 


557 





ШЕЛДІ 


1.2.6 ППП RT-PRO0 0000000000 
0 mC I III UU UH 


000000 5 


О зЗО00Ф000 5000000000Ш 00 


ШШПШПППП 


1 
75 
11 

150 
36 
225 
61 
300 
86 
375 
111 
450 
136 
525 
161 
600 
186 
675 
211 
750 
236 
825 
261 
900 
286 
975 
311 
1050 
336 
1125 
361 
1200 
386 
1275 
411 
1350 
436 
1425 
461 
1500 
1575 


--ППППППППП Chitinase active sites меге underlined[] 
===—=ПП 0000 0 Chitin-binding domain were double underlined[] * O0 O O O O Stop codon was indicated by asterisk[] 


ШШШПШПППППШППШППШППППППППП 


ШППППШПШШПППШППШПШППШПППППП 
ПППППШІ Hisone |] ОООО Р10О[] P1100 


D00000 8-9ППППШП РЕПППППППРОПППППОЯППП 3 


min[] 94%| 30 51589) ІтСЫ|/659| Histone[ 30 sO 


000 ВМАПППИПП RT-PCRO ° 72%[]50 s83 0 0 0 072%0 0 10 шаП РСЕПП 
000 ЕТ-РСЕППППП rO ӘПППП 750 0 2%0000000000 
РӘППППППППППППППППППЦПП 


1 САСАТСТАТСТАСААСТТАССАСССОСАССТСТССАССААСААСАТОТСТСАСТТСТТОСТТССАСТТТСТТТС 


M S H F LLG L S L 
CTGCTCGGTCTTTCTCTGAGCACCTATGGCGCCGAAGACAAGATCGTCGTGTGCTACCACGGCAGCTGGTCGGCA 
L L G L 5-І 5 Т Ү САА Е D K I уус ҮН G S W S A 
TACAGGAACGGCAACGGCCGGTTCGAGATCGAGGACATCCAGCCCGAGCTGTGCACCCACCTCATCTACACGTTC 
Y R N G N G R F BE І Е D I Q P E L стн L I Y T F 
СТССССАТСАССТСАТСТССАСАССТСАССАТТСТССАССАСТСССТССАССТССССАСССССАААААСОСАТАТ 
V G I T S в G E V R I L D E W L D L A S G K N A Y 
AACCGCTTCAACGCTCTGAAATCGTCCAGCACGAAAACTCTGGTCGCCATTGGAGGTTGGAATGAGGGCTCTGCT 
N R F NA L K 5 5 s T K TL V А I С G W N E G 5 А 
АССТАСССОССТСТСАТСААССАССССТСССТАССАССАААСТТССТССАСААССТОСТСААСТТССТСААСАСС 
T Y P A VMN D A S L R AK F V Q N V V N F V K T 
TACGGCTTCGACGGCTTCGACCTCGACTGGGAGTACCCAGCCAACCGAGGAGGATCGCCGGGAGACCTGACGGCG 
Y G F D G F D L D W E Y P A N R G G S P G D L T A 
TTCGTGTCGCTGATCAAGGAGCTGCGGGCAGAGTTCGACAAGCACGGCTACCTGCTGACCGCCGCGGTCGGCGTG 
F V S L I K E L R А Е Е D K нс Y L L ТА A V G V 
GGCCGCTACCTGGTGGGCAGCGCGTACGACGTGCCGCAGATCTCACAGTACCTGGACTTCATCAACCTGATGACG 
G R Y L V G S A Y D V P О T 5 о Ү L D F I N L м т 
ТАССАССТССАСОССТССТСССАСОССААСАССОСОССАСААСОССССТСТОТАСОССАССТСТОСССАТААСАСС 
ү р L H G S w D G K T G Q N A P L Y A 5 S A D к т 
САСССССАСАСССАССТСАСССТССАСТССАСССТОСССТАСТССАТССАСААТСССССАСАССССТССААССТС 
Е А Е R Q L S V р 5 5 '4 R Y W I E N G A D P 5 к L 
GTGCTGGGCATGGGCACCTATGGGAGGACCTTCACCCTGGCCAGCACCGCCAACACCGGAGTCGGAGCACCAGCC 
V L G M G ТҮ G R T F T L А 8 ТА М т G ув А РА 
АСТОССССССОСССАССААТССССССТАСАССАТССАСТСССССАТСАТССОСТАСААТСАСАТАТСССААААСАТС 
T G P G T N G P Y T M E в G M M G x. М ЕЗ T С Е K I 
AACGCCGGCGGTTGGACAGTGACGTGGGATGACGAGCAGAAGGTGCCGTACGCCGTCAGCGGCAACCAGTGGGTC 
N A G G W T V T W D D E Q K V P Y A v s G N Q W V 
GGCTACGACAACGAGGAGTCCATCAGGCTCAAGTCCCAGTACGTCCTCGACATGGGCCTGGCTGG'TGGGATGATC 
с Үү D N Ë E S I R L кво Y V L D M G L А G G M І 
ТССАСССТССАСАСАСАССАСТТСАААОСАСТОТСССОТТССААСАССТАСССТСТТСТСАССАССАТСААССАА 
W S ЕТ рр ЕК GLC G S K T Y P L ев т І М E 
СТССТСССАССААТСАССТСААССААААССАСТТСТТСАСТСТССАСТТСОСССАСТТССАССТССАСТТССАОТ 
VL RGI T$ ТК T S 8 S V 88 sS P S S S S 885 5 
GGCTCCAGTGGCTCCAGTGGTTCCTCCAGCAGCAGTGCTGGCAGCTCCTCGGGCCGTGTGCTCGTCAGAGGGTTAC 
6 8.80 8804 88 88 злс 88 во vcs 8 ЕСУ 
ACTCGCGACCCCAGCGACTGCTCGGTGTTCTACCTGTGTTCCGCGGCCGCCGGCGGCTTCGTCGCCAGCAAGTTC 
T R D P S D C S V F Y L C S A A A G G F V AS K F 
АСАТСТСССССАСАССТССТСТТССАССССТССТССТСОСССТССАААТАСАССАСССТССТССССТОСТСАССС 
TE P С p L V Е р А S S S A ск X R S L V A соч 
ссссассасастсасстстАСтТСтсААСССОСАСАСТАСТОСТСАСТСТАСТСТТСААСТСОТСАТАССАСААТАД 
ДАСТТААТТСТССАТССААААААААААААА 





























01 0000 pmchill 0U рмМООООООООООО 


Fig. 1 Тһе cDNA апа deduced amino acid sequence of LmChi in Locusta migratoria manilensis 
АППППППППППП The possible signal peptide cleavage site was indicated by dark triangle[] 











П polyA O O П O Polyadenylation signal was boxed. 
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Fig. 2 Identification of the RT-PCR products of cDNA of LmChi expressed іп different tissues 


at different developmental stages of Locusta migratoria manilensis 
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